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RESUMEN

Durante las ultimas dos décadas ha habido una disminucién alarmante en
las poblaciones de anfibios a nivel global. Entre las causas de este fené-
meno se encuentra la contaminacidon ambiental por factores quimicos los
cuales pueden tener efectos muy nocivos en higado y rifiones. Los objeti-
vos del presente trabajo fueron describir la histologia del higado de Peltop-
hryne empusa y sugerir una posible explicacion para la abundante pigmen-
tacidon detectada en su parénquima. Se recolectaron dos hembras y dos
machos en una zona agricola de la provincia Artemisa, Cuba. Los ejempla-
res se disectaron; fragmentos de higado se fijaron en paraformaldehido al
4% vy fueron sometidos a la técnica clasica de inclusiéon en parafina. Los
cortes se tifieron con hematoxilina y eosina, tricromica de Mallory vy tricré-
mica de Gomory. Otras porciones de higado se fijaron en glutaraldehido al
2,5% y se procesaron para microscopia electrénica de transmisién. Los re-
sultados evidenciaron que la histologia del higado era similar a la de otros
anfibios; sin embargo, numerosos cuerpos pigmentarios observados fueron
centros de melanomacréfagos derivados de células de Kupffer, cuya pre-
sencia y abundancia se discute en el presente trabajo.

Palabras clave: histologia hepdtica, pigmentos hepaticos, centros de mela-
nomacréfagos, anfibios

ABSTRACT

Over the past two decades there has been an alarming decline in amphibian popu-
lations globally. Among the causes of this phenomenon is environmental pollution
by chemical factors which can have very harmful effects on the liver and kidneys.
The objectives of the present work was to describe the histology of the Peltophryne
empusa liver, suggesting a possible explanation for the abundant pigmentation
detected in its parenchyma. Two females and two males were collected in an
agricultural area of Artemisa province, Cuba. The specimens were dissected; liver
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fragments were fixed in 4% paraformaldehyde and were subjected to the classic paraffin embedding technique. The sections
were stained with hematoxylin and eosin, Mallory's trichrome and Gomory's trichrome. Other liver portions were fixed in
2.5% glutaraldehyde and processed for transmission electron microscopy. The results showed that the liver histology was
similar to that of other amphibians; however, numerous pigment bodies observed were Kupffer cell-derived melanomacrop-
hage centers, the presence and abundance of which is discussed in the present work.

Keywords: liver histology, liver pigments, melanomacrophage centers, amphibians

INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, muchas poblaciones de
anfibios han disminuido drasticamente y algunas es-
pecies se han extinguido por los cambios producidos
por el hombre en el medio ambiente (Carey y Bryant,
1995; Bishop et al., 2012; Pereda, 2017). El factor mas
importante que conduce a la disminucidon de la pobla-
ciéon de anfibios es la destruccion del habitat
(Pechmann y Wake, 2005; Pounds et al., 2006; Whita-
ker et al., 2013). Ademas, los anfibios son mas sensi-
bles que otros vertebrados a los contaminantes
ambientales por su tegumento desprovisto de quera-
tina y la vulnerabilidad de sus puestas de huevos
(Kueneman et al., 2019; Bokony et al., 2020).

Los factores quimicos contaminantes (por ejemplo,
pesticidas, metales pesados, acidificacion y fertilizan-
tes a base de nitrégeno) pueden tener efectos letales,
subletales, directos o indirectos en higado, bazo y rifio-
nes (Matavulj et al., 2018; Islam y Malik, 2018). Tam-
bién se ha informado que las células que contienen
pigmentos presentes en drganos hematopoyéticos, los
denominados melanomacréfagos (MMC), participan
en la respuesta inmunoldgica y en la desintoxicacidn
de contaminantes (Franco-Belussi et al., 2013).

Peltophryne es un género de sapos endémico del
Caribe que se distribuye desde Cuba hasta las Islas
Virgenes (Schwartz y Henderson, 1991); cuenta
con 12 especies, de las cuales ocho son exclusivas
del archipiélago cubano (Alonso, 2012). Seis de las
ocho especies endémicas de Cuba estan en alguna
categoria de amenaza, entre las que se encuentra
Peltophryne empusa como vulnerable aunque tie-
ne una distribucion amplia (Amaro, 2012; IUCN
2020). Entre las posibles causas de esta reduccion
de las especies de anfibios se encuentran la des-
truccion y fragmentacién del habitat, el calenta-
miento global (Pounds et al., 2006) y enfermeda-
des infecciosas (Pechman y Wake, 2005; Saucedo
etal., 2019; Kueneman et al., 2019)

El higado de anfibios es un modelo importante para
la evaluacion de interacciones entre factores
ambientales y drganos internos (Barni et al. 2002;
Fenoglio et al. 2005; Rohr et al., 2008). Este organo
es muy importante en la desintoxicacién, por lo cual
la exposicion a contaminantes puede conducir a
diversos cambios en su morfologia, incluso a nivel
celular, que indiquen el grado de contaminacion al
que han sido expuestos (Paunescu et al., 2010; Ortiz-
Ordodiiez et al., 2016). Por todo lo anteriormente
expuesto, el objetivo de este trabajo fue describir la
histologia del higado de individuos adultos de
Peltophryne empusa de una localidad agricola del
occidente de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé en el mes de junio de 2018, en un drea
agricola de La Finca San Padl, localizada en el munici-
pio San Antonio, provincia Artemisa, Cuba cuyas coor-
denadas son: 22, 9303° Latitud N, 82, 45731° Longitud
O. En esta area se seleccionaron dos hembras y dos
machos de Peltophryne empusa. Todos los ejemplares
fueron tratados como lo establece el cddigo de ética
para manipulaciéon de animales. Los especimenes se
anestesiaron en el laboratorio en atmdsfera de cloro-
formo y se realizd la diseccidon bajo un microscopio
estereoscopico. Los fragmentos de higado se fijaron
en paraformaldehido al 4% y se procesaron a la técni-
ca clasica de inclusién en parafina (Aguilar et al.,
1996). se obtuvieron cortes entre 5y 7 um con un
micrétomo de rotacion manual marca Sakura y se
colocaron en portaobjetos con albumina como adhe-
rente. Las tinciones histoldgicas utilizadas fueron he-
matoxilina y eosina, tricrémica de Mallory y tricromica
de Gomory. Las observaciones se realizaron en un
microscopio 6ptico Novel con objetivos de 20X, 40X y
100X; con camara acoplada digital Nikon E400 para el
registro fotografico. Las imagenes se digitalizaron
mediante el programa Image J.

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X « VOL. 9+ N.°1 « ENERO — JUNIO « 2021 +pp.1-7



ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN EL HIGADO DE P. EMPUSA 3

Otras porciones de higado se procesaron segun Vaz-
quez-Nin y Echevarria (2000) y se fijaron en glutaral-
dehido al 2,5% en buffer fosfato a pH 7,4, se lavaron
con PBS y posteriormente se fijaron con tetradxido de
osmio al 1% por varias horas. Después, las muestras
se enjuagaron y deshidrataron en alcoholes de gra-
duacion crecientes y se termind con oxido de propi-
leno. La pre-inclusion se realizé6 con una mezcla de
oxido de propileno y resina epdxica 1:1 por 16 horas.
La inclusidn se llevé a cabo con resina epdxica duran-
te 16 horas a 60°C y se obtuvieron cortes semifinos y
ultrafinos con un micrétomo modelo Ultracut de Lei-
ca. Los cortes semifinos para microscopia electrénica

ANA C. SANZ-OCHOTORENA ET AL.

se tifieron mediante azul de toluidina, mientras que
los cortes ultrafinos se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Los cortes se observaron
bajo un Microscopio Electrénico de Trasmisidon (MET),
JEOL JEM 1010 operado a 80kV.

RESULTADOS

El higado de P. empusa se ubica posterior y ventral al
corazon, tiene dos Iébulos, en los cuales se aprecian
pigmentos macroscopicamente (Fig. 1) y esta conteni-
do dentro de una capsula delgada de tejido conectivo
fibroso y tejido hematopoyético (Fig. 2A).

Figura 1. Higado de Peltophryne empusa donde se observan los dos Iébulos (flechas) y el pigmento disperso en los Iébulos (P).

Barra =20 mm

Figure 1. Liver of Peltophryne empusa showing the two lobes (arrows) and the scattered pigment in the lobes (P). Bar = 20 mm.

Histolégicamente, el parénquima del higado (Fig. 2A,
Fig. 2B y Fig. 2C) esta constituido por hepatocitos, cé-
lulas de origen epitelial poliédricas, dispuestas en hile-
ras orientadas radialmente hacia la vena central, y
separadas por sinusoides que son redes capilares. Se
observé gran infiltrado inflamatorio (monocitos y linfo-
citos) relacionados con numerosos pigmentos electro-
densos (Fig. 2C). El lumen de los sinusoides contenia
eritrocitos (Fig. 2D).

En un corte al microscopio electrénico de transmi-
sion se observan hepatocitos con microvellosidades
hacia un canaliculo biliar (Fig. 3A). Los canaliculos no
tienen membrana propia, sino que estd formada por
la de los hepatocitos. En esa fotomicrografia (Fig. 3A)
se detectan numerosas mitocondrias y dos inclusiones
de lipofuscina distinguibles en el nivel ultraestructural
de otros cuerpos pigmentarios presentes.

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X « VOL. 9+ N.°1 « ENERO — JUNIO « 2021 +pp.1-7



ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN EL HIGADO DE P. EMPUSA 4

ANA C. SANZ-OCHOTORENA ET AL.

Figura 2. A: Seccion longitudinal del higado de Peltophryne empusa (tincién hematoxilina-eosina). Se observa el parénqui-
ma hepatico (Ph) con numerosos cuerpos pigmentarios. Ndtese el tejido hematopoyético periférico (Th). B: Seccion transver-
sal del higado de Peltophyne empusa (tincion Gomory) donde se muestran hepatocitos (Ho), la vena central (V), asi como la
capsula fibrosa (Cf) de tejido conectivo. P: pigmentos. C: Seccidon transversal del higado de Peltophryme empusa (HE). Se apre-
cia también la vena y los hepatocitos orientados radialmente hacia esta. Observe el infiltrado de monocitos y linfocitos sefiala-
dos con flecha. V: vena. P: pigmentos. D: Fragmento de tejido hepatico de Peltophryne empusa en corte semifino tefiido con
azul de toluidina. Nétese los numerosos centros de melanomacréfagos o cuerpos pigmentarios y los sinusoides con eritrocitos
indicados con flechas.

Figure 2. A: Longitudinal section of the liver of Peltophryne empusa (hematoxylin-eosin stain). The liver parenchyma, with
numerous pigmentary bodies, is observed. Note the peripheral hematopoietic tissue. Ph: liver parenchyma. Th: hematopoietic
tissue. B: Cross section of the liver (Gomory stain) showing hepatocytes and the central vein. V: vein. He: hepatocytes. Cf:
fibrous connective tissue capsule. P: pigments. C: Another cross section of the liver (HE). The vein and hepatocytes oriented
radially towards it are also seen. Look at the infiltrated monocytes and lymphocytes marked with an arrow. V: vein. He:
hepatocytes. P: pigments. D: Fragment of liver tissue in semi-thin section stained with toluidine blue. Note the numerous cen-
ters of melanoma macrophages or pigment bodies and sinusoids with erythrocytes indicated by arrows.

En la fotomicrografia (Fig. 3B) donde se muestra un Todas las muestras microscdpicas estudiadas mostra-
hepatocito al MET, se aprecia el nucleo redondeadoy  ban las mismas alteraciones hepaticas detectadas rela-
un nucléolo. En el citoplasma se observan varias mito- cionadas con la presencia de numerosos cuerpos
condrias y fragmentos de reticulo endoplasmatico pigmentarios. No se observaron diferencias a nivel
rugoso (rer). También se aprecian numerosos cuerpos histoldgico y ultraestructural entre los cortes proce-
pigmentarios (Fig. 3B). dentes de muestras de hembras y machos.
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cinco hepatocitos hacia un canaliculo biliar. He: hepatocitos. mv: microvellosidades. P: pigmentos. Las flechas indican dos
inclusiones de lipofuscina. B: Un hepatocito de Peltophryne empusa al Microscopio Electrénico de Transmision (MET). N: nu-
cleo. n: nucléolo. m: mitocondrias. rer: reticulo endoplasmatico rugoso. P: pigmentos

Figure 3. A: Section of the liver parenchyma of Peltophryne empusa under the Transmission Electron Microscope (TEM). Five
hepatocytes to a bile canaliculus are shown. He: hepatocytes. mv: microvilli. P: pigments. Arrows indicate two inclusions of
lipofuscin. B: A Peltophryne empusa hepatocyte under Transmission Electron Microscope . N: core. n: nucleolus. m: mitochon-
dria. rer: rough endoplasmic reticulum. P: pigments

DISCUSION

La anatomia microscdpica encontrada en el higado
de P. empusa, tanto en hembras como en machos, es
similar en general a la descrita para otras especies de
anuros como lo informan Akiyoshi e Inoue (2012) en
un estudio sobre la histologia de higado en tres érde-
nes de anfibios y Akat y Arikan (2017) para el urodelo
Salamandra infraimmaculata. De igual forma, estos
resultados coinciden con lo analizado por Ido-
Odokuma y Omokaro (2019) en un estudio comparado
en varios vertebrados sobre la anatomia macro y mi-
croscépica del higado.

La ultraestructura hepdtica descrita en el presente
trabajo esta acorde a los resultados de las investigacio-
nes de Bernabo et al. (2014) en un anfibio urodelo o
caudado, el triton Lissotriton italicus. en relaciéon con
los hepatocitos, la ultraestructura descrita aqui es si-
milar a lo informado por Prelovsek et al. (2008) para
otro anfibio caudado.

La gran cantidad de células pigmentarias observadas
al microscopio de campo claro y al electrénico en el
parénquima hepatico de P. empusa son melanoma-
crofagos que se encuentran en el higado de los

anfibios. Sichel et al. (1998) realizaron un analisis de
sus origenes, caracteristicas y funciones y sugirieron
que son derivados de las células de Kupffer. Por el con-
trario, Zuasti et al. (1998) informan para Xaenopus
laevis que los pigmentos extracutdneos forman un sis-
tema pigmentario de funcién desconocida. Las investi-
gaciones sobre esta tematica se continuaron y existe
consenso en declararlas agregados de macréfagos o
centros de melanomacréfagos (Guida et al.,, 1998,
Prelovsek y Bulog, 2003; Aziz y Saad, 2006); tal y como
parece ocurrir también en P. empusa. No obstante,
recientemente otros autores analizan su relacién con
el sistema inmune (Steinel y Bolnick, 2019; Franco Be-
lluci et al., 2020).

Estos centros melanomacréfagos se observan en las
figuras 2 y 3 y son capaces tanto de producir nuevos
melanosomas (biogénesis), como de fagocitar los
viejos (Prelovsek y Bulog, 2003). Segun Corsaro et al.
(2000) su funcion principal es la fagocitosis de
eritrocitos, del hierro y de diversos pigmentos. Los
hallazgos sobre la presencia de infiltrados de
monocitos y linfocitos se explica en humanos como
indicio de una lesién hepatica no infecciosa. Los
monocitos se infiltran en el tejido hepatico y son un
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componente critico de la respuesta inmune innata que
puede causar inflamacion crénica, fibrosis y hasta
carcinoma hepatocelular a largo plazo (Brempelis y
Crispi, 2016; Triantafyllou et al., 2018). No se ha
encontrado informes de la funciéon de los centros
melanomacrofagos en otros vertebrados.

Los centros melanomacréfagos son agrupaciones
distintivas de células que contienen pigmentos dentro
de los tejidos de los vertebrados heterotérmicos (Agius
y Roberts, 2003). Entre la variedad de pigmentos que
contienen estan las melaninas y la lipofuscina, las cua-
les aumentan en rango y volumen en el higado, en pre-
sencia de enfermedades o contaminacién tanto en
peces, como anfibios y reptiles (Agius y Roberts, 2003;
Pronina et al., 2014; Pereira et al., 2014). El incremen-
to en el nimero y area ocupados por los melanomacro-
fagos puede relacionarse con su participacion en los
procesos de detoxificacion de agentes oxidantes, y su
relaciéon con la inmunidad innata o adaptativa en los
heterotérmicos (Fourier, 2004; Steinel y Bolnick, 2019;
Franco-Belussi et al, 2020). Las células pigmentarias
indican respuestas al deterioro del ambiente y el cam-
bio climatico, asi que podrian ser consideradas como
biomarcadores histoldgicos de contaminacién ambien-
tal (Pronina et al., 2014). Acorde con la afirmacién
anterior, se han sugerido como biomarcadores confia-
bles en estrés oxidativo (Huespe et al., 2017) o también
en anfibios procedentes de ambientes degradados y
contaminados (Matavulj et al., 2018).

Los ejemplares objeto del presente estudio se reco-
lectaron en una zona agricola, un area antropizada con
zonas de cultivo de viandas como la yuca, hortalizas
como el frijol, y frutales, en la cual se utilizan fertili-
zantes quimicos nitrogenados, frecuentemente fertili-
zante (NPK) que contiene nitrégeno, fosforo y potasio.
Esta pudiera ser la razén del aumento de la pigmenta-
cion hallada en el higado en los ejemplares de sapos
analizados en este trabajo.

Se ha informado que los centros de melanomacroéfa-
gos en el higado también incrementan en tamano vy
numero en condiciones de estrés ambiental (Crawshaw
y Weinkle, 2000). También en condiciones de toxicidad
guimica, por ejemplo en presencia de fertilizantes ni-
trogenados (Densmore y Green, 2007; Bernabo et al.,
2014), insecticidas (Pdaunescu et al., 2010) y cadmio
(Medina et al., 2016). Un exceso de fertilizacion nitro-
genada puede tener multiples repercusiones en el
ambiente (Baisre, 2006; Martinez, 2018). Algunas de
las mas relevantes son la contaminacion de acuiferos
(Densmore y Green, 2007; Treasure, 2013) que se
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utilizan con frecuencia para regar las tierras de cultivo
en areas agricolas como es la zona donde habitan los
sapos investigados.

Los hallazgos a nivel celular y ultraestructural presen-
tados en este trabajo, sobre un érgano esencial en una
especie endémica de sapo, alertan de un posible dafio
hepatico que puede estar sucediendo con las poblacio-
nes de este y probablemente otros anfibios cubanos,
por lo cual se hace muy necesario profundizar en in-
vestigaciones similares. Acorde a los resultados de este
trabajo y por su amplia distribucion, Peltophryne em-
pusa pudiera ser un buen modelo para continuar este
tipo de estudios en Cuba.
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